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自然界に存在するα一マンノシド結合は、1,2一α 、1,3一α 、1,6α一結合の3種 類
があ り、一般に α一マンノシダーゼは特異性の点から、全ての結合を切断するも
の(EC3.2.1.24)、1,2一α一結合のみを切断するもの(EC3.2.1.113)、1,3一α一及び1,6一α
結合を切断するもの(EC3.2.1.114)、の3種 類に大別できる。後者2つ は共通 して
基質特異性が厳密で、互いに他の種類の結合を切断する事は無い。これらの酵素
は基質の構成成分(単糖)の形位 体異性)をまず識別し、さらにそれらがどのよう「
な形を作 ってい るか(結合様式)も併せて認識 している。これは糖質以外の他の加
水分解酵素と比較して、糖質分解酵素が有する特異性の一つの特徴といえる。動
物細胞の澤グ リコシ ド型糖鎖の生合成系に於て は、3種 類の α一マンノシダーゼ



















第1章Peη'σ 〃〃umo'～r'朋m1,2一α。D一マ ン ノ シ ダ ー ゼ の 精 製 と性 質
1-1.Pbnfc∬遅αmd㎞ ロ加1,2。α一D一マ ンノシダーゼ の精 製
1,2一α マ ンノ シダーゼ を精 製す るにあた り、酵素活性の測定 はパ ン酵母 α一マ ン
ナ ンを基質 に用 い た。penfc塑μmd㎞umの 培 養原抹 よ りDEAEトヨパ ール カラ
ム とSPトヨパ ール カラム を用 いて酵素 を部 分精製 した もの は、hativeな状態の電
気 泳動(native1PAGE)で近接 した2本 のバ ン ドを示 した。電 気泳動後 、迅速染 色 し
たゲ ルか ら各 バ ン ドを切 り出 し、抽 出 して 得た タ ンパ ク質 は、1,3α一マ ンノ ビ
オ ー スを特異 的 に切 断 した。 これ よりPe盃誼伽mcf㎞ロmめ1,2・α一マ ンノシダー
ゼ 活性 は2つ のisofo㎜か ら成 る事 を明 らか に した。2つ のisofo㎝はゲル濾 過、及
び 通常の塩 濃度勾 配溶出法 によるイオ ン交換 クロマ トグラフ ィーでは分 離困難で
あっ たが、DEAEトヨパール カ ラム を用い た等電点ク ロマ トグ ラフ ィー に よ り分
離で きた(rabel1)。精製酵 素 はPAGE、並び にSDS-PAGEの二 様の電気泳動的 に各
々均一で あ り(Fig.1)、等 電点(pl)は各 々4め及び4.7を示 した。前者 を酵素Ia、後者
を酵素Ibと命 名 した。
1-2.Pe㎡c遡αmd血 αm1,2一α D一マ ンノシダーゼ の酵素化学的性質
1,2一α マ ンノシダーゼIaと恥は共 にpH5.0で最 高活性 を示 した。pH安定 性 にっ
い て は、Ia、Ib共にpH6か ら7の間で安定 であ ったが 、酸 性、及び アル カ リ性条
件 下で はlaがIbより多少 高い安定 性を示 した 。温度 に対 す る作用 特性 は両酵素 と
も一致 して お り、150℃で 最高活性 を示 した。
Ia並び にIbにつ いて基質特 異性 を調 べた ところ、1,2一α一結合 か ら成 るマ ン ノオ
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リゴ糖のみ を切断 したcrable2)。両酵 素共 に1.3一α 、1,6一α一結 合のマ ンノ ビオ 一ー
ス、及び非特 異的 マ ンノシダーゼの基質であ るp皿i⑳phenylmannosideには全 く作
用 しなか った。
1,2一α。マ ンノ ビオ ースを基質 として酵素 .laとlbの酵素活 性 を反応速度論的 に解
析 した結 果、㎞ 、kcatの両 パラメーター、及び活性 化エネル ギーについて両酵素
は同程度 の値 を示 した(Table3)。以 上、酵 素化学的な解析 の結果 、2つ のisofofm
は共に類 似 した性 質 を有 してい る事 を明 らか にした。
真核細 胞 由来 の1,2一α一マ ンノ シダーゼの多 くがEDTAによ り著 しく阻害 され、
Ca審によ り活性化 され るのに対 し、本論 文の酵素la、Ibは共 に活性 にCa2ゆを必要 と
せず、EDTAによる阻害 もほ とんど見 られなか った。本論 文のIa並びにlbの酵素 は
共 に動物 細胞 の α一マ ンノ シダーゼII(EC3.2.1.114、1,きα一、1,6一α一結 合の マン ノ
シ ド結 合のみ に作 用す る)に対す る阻害剤 と して知 られ るswainsonineによって は全
く阻害 されず 、動物細 胞の α一マ ンノシダーゼ1(EC3.2.1.113、1,2一α一結合特 異的)
の阻害剤で あ る1-deox)mamq掴mycin(dMMと略す)によ り阻害 された。dMMに よ
る本酵素の 阻害の形 式 は拮抗型阻害であ り、阻害定数(幻)は105μMと求 め られた
(Fig.2)a
1-3.Pb㎡誼五πmd㎞ ロ加1,2一α一D一マ ンノシダーゼIa、Ibの分子構造の比較
1,2一α マ ン ノ シダ ーゼ 活性 を持つisoformIa、並び にlbは、SDS-PAGE及びgel
permeationHPLCで全 く同 じ挙動を示 し、相対分子質量(雌)はともに53Kと求め ら
れ た(Fig.1)。こ の よ うに駈 が等 し く、 等電 点 がわ ず か に異 な るisof。㎜ の存 在
は、特 異性 の高 い α一マ ンノ シダーゼ について他 に例 が無 い。変性 させ た酵素 を
glycopeptidaseFによ り脱糖 鎖処理 し、SDS-PAGEにて分 析 した結果 、Ia、Ib共に
櫨 が僅 かに減 少 して いたが 、両者間 には差が見 られ なか った(Fig.3)。次 に、変性
酵素 を トリプ シン消化 し、SDS-PAGEにてIa、Ibのペ プチ ドパ ター ンを比 較 した
ところ、ほぼ同 じパ ター ンが示 されたが、少数のバ ン ドについて互いの中 に無い
ものが観察 され た(Fig.4)。これ らの結果か ら、2つ のisofom1の違い はア ミノ酸 レ
ベルで起 因す る もの と推定 した。
精製 した酵素Ibに対 する抗 血清 を作成 し、各 々のisofo=mを電気泳動後 にイムノ
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プロ ット分析 を行な うと、Iaはlbと同様に抗lb血清に反応 した(Fig.5)。又、.オク
タロニー式二重免疫拡散法の結果、抗lb血清 は両方のisofo=mと交叉 し・多々の沈
降線は融合 した。以上 より、2つ のisofo【mは免疫的に相同的であると判断した。
酵素laとIbのN末端、並びにアンヒ ドロトリプシンアガロースを用いて得たC末端
ペプチ ドのアミノ酸配列を分析した結果、両酵素のN末 端及びC末端領域のアミ
ノ酸配列は一致 していた(Fig.6)。これ らの結果を総合 して、酵素IaとIbは一次構
造上 に僅かの差異を有 していると思われるが、酵素的、構造的にほとんど等 しい
タンパ ク質であるとい う結論を得た。
第2章 化学修 飾法 による活性 中心ア ミノ酸残基の推定
2-1.水溶性 カル ボジイ ミ ドによるPe㎡c塑ロmcf㎞ロm1,2一α D一マ ンノ シダー
ゼ の化学修 飾
水溶性 カル ボジ イ ミ ド試薬 はタ ンパク質中の カルボキ シル基 の化 学修飾 に用い
られ 、ア ミノ基 等 を持 った親核性の化合物の共存下で用いる と、 カル ボキ シル基
と親核試薬 の 間 にアミ ド結 合を形成 させる事が知 られている。酵 素 タンパ ク質の
場合、活性 にと って重要 な アミノ酸残 基が化学 修飾されると失 活に至 り、 一方、
活性中心指 向型 の物質 を共存 させてお けば、活性 に重要なア ミノ酸 だ けを化学修
飾か ら守 る事 が 理論 上 可能 であ る。 この様 な考 えに基 づ き、Pe㎡誼肋 血cf㎞ロm
1,2一α マ ン ノシダーゼ 活性 に関与す るカル ボキ シル基 の検討 を行 な った。水 溶性
カル ボジ イ ミ ド試薬 と して は、1-ethyl-3一(3-d㎞ethylaminopropメ)carbodiimide(EDC
と略 す)を用 い 、親 核 試薬 としてglycine6thylester(GEEと略す)を用 いた。奉 酵素
をEDC処理 す る と活性 の低下が見 られ 、修飾剤濃度が増す につれ失活速 度 も大 き
くな った(Fig.7)。同様の実 験を近縁の糸状菌で あるA卿e頓丑ロ∬af`ofの1,2一α一マ ン
ノシダーゼ について も行な ったところ、同 じく酵素の失活が観察 され た。糸状菌
の1,2一α一マ ンノシダーゼ において は、 沁ルボキ シル基 をもっ アミノ酸が活性 に関
与 してい ると予想 され た。
次 に、距㎡誼五ロmの1,2一α一マ ンノシダーゼ につ いて 、その拮抗型の 阻害剤で あ














在下でEDCのみで化学修飾し、変性後、 リジルエン ドペブチダーゼ 消化を行な
い、逆相HPLCにてペプチ ドのパターンを比較 した。その結果、或 るピークは
dMMの存査 によ り高、さを変化 させ る事が観察 された(Fig.9に示す)。即ち ピークa
は化学修飾系 にdMMが存在 しない場合に大きく、dMMが存在するとaは ほとん
ど消失 した。一方ピークbはdMMが存在する場合の方が大きかった。これらのペ
プチ ドa及びbに ついてアミノ酸配列を分析 したところ、ペプチ ドaはbの3残
基 目まで と同一の配列 を示 した(Fig.10)。ペプチ ドaに っいては通常ア ミノ酸
シーケンジングで観察される切断点の リジンが全 く現われない事、及びこのペプ
チ ドが酵素をEDC修飾 した場合にのみ観察される事か ら、.ポリペプチ ド中の他の








けれ ばエ ドマ ン分 解反 応 はそれ 以後 も続 くと考 え られ る。合 成ペ プチ ドを用 い
EDC修飾後 の 生成 物 につ い て検 討 した。CCKテ ト・ラペ プチ ド(rfp-Met-Asp-Phe-
NH、)をEDC処理 した後 、減 圧乾 固 したもの を蒸 留水 に溶か して逆相HPLCにて 分
析す ると、未修 飾ペ プチ ド(1)に遅れて化学修飾ペ プチ ド(IDが溶出 した(Fig.11a)。
一 方、化学修飾後 の試料 をpH8.0のトリス ・塩酸緩衝液(酵素の プロテァーゼ処 理
を行な った条 件)に溶か して逆 相宜PLC分析 を行 な うと、 ピー クIIは減 少 し、1の
少 し前 に新 た にピー クIIIが溶 出 した(Fig.1119。ペプチ ドH、mに ついてア ミノ酸
配 列分析 を行 なった とこ ろ、 メチオニ ンまで しか検 出され なかった。各 々のペ プ
チ ドについて ア ミノ酸組 成分析 、質量分析 を行 なった結果、全て のペ プチ ドが4
つ の ア ミノ酸を含 む事、 又、雌 はIIのみ18少ない事が明 らか とな った(rable5)。
同 じ実験 をneurokhlinA(His-Lys-Thr-Asp-Se卜Pke-Val-Gly-Leu-Met-NH・)について も
行 な った ところ、同様 の結果 が得 られた。以 上の結 果を総合 して、筆者 の実験条
件 で はペ プチ ドのEDC処理 に よ り生 成す るの はN一アシル尿 素型構 造で はな く、
主 にイ ミ ド型構 造 で あ り、アル カ リ性条件 下で はそれか ら α一カルボ ン酸が生成
したと推 定 した(Scheme1)。これ らの結果 は、Pb泌誼五ロmd勧川m1,2一α一マ ンノ シ
ダ ーゼ のEDC修飾 に よ り得 られ たペプチ ドaは 隣 のペ プチ ドbのAsp-4が化 学修
飾 され た ものであ る、 とい う考 えを支持 した。 この ア ミノ酸残基が拮抗型 阻害剤
dMMに よって化学修 飾か ら保 護 された事 よ り、最終的 に、ペ プチ ドbの ア ミノ酸
配列 中のアスパ ラギ ン酸(Asp-4)は、1,2一α。マ ンノシダーゼの活性中心領域 に存 在
し重要 な役割 を果た してい るア ミノ酸残基で ある と結論 した。
第3章Peπ'o'〃'αmσ'fr'ηum1,2蝦 一D一マ ン:ノシ ダ ー ゼ 遺 伝 子 〔msdC}
の 構 造 解 析
pe㎡c∬五um{ゴな加mゲ ノ ムDNAよ り、1,2一α一マ ン ノ「シダ ーゼ の部 分 遺伝 子 を
PCRによ り取得 した。 この遺伝 子断片 をプロー ブと し、制限酵 素消 化 したゲ ノム
DNAに対 して行 ったハ イブ リダ イゼ 」シ ョンの結果、1,宴α一マ ンノシダーゼ遺伝
子(msdC)はゲ ノ ム中 に シングル コ ピーと して存在 す る事が 明 らか にな った。
これ より本酵素 に存在す るisofo㎝IaとIbは、翻 訳後 修飾 によりもた らされ る と推
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定 した。ゲ ノムDNAにっいてPCRクローニングを行いm5dCの全塩基配列を決定




域に疎水的なシグナル配列を有 した。しか し精製酵素のN末端の位置か ら、細胞
内でLys35-Ser36間の結合がプロテアーゼにより切断されシグナル部分が切 り離さ
れると推定 した。アミノ酸配列の比較から、Pb㎡o遡ロm1,2一α一マンノシダーゼ は
酵母小胞体 プロセシングマ ンノシダーゼや動物細胞ゴルジ体 α一マンノシダーゼ
IA、IBと同 じクラスのα一マ ンノシダーゼである事を明 らかにした(Fig.13)。同ク
ラスの他の酵素と比較すると、カルシウム結合領域、並びにdMMにより化学修飾
か ら保護されたアスパ ラギン酸残基(Asp375)周辺のアミノ酸配列に差異が見 られ
た。これ らの構造的な差 はEDTA非感受性やdM瓢感受性の違いなど、本酵素が動
























定された。Pb㎡誼珈血1,2一α マンノシダーゼは酵母小胞体プロセ シングマ ンノシ
ダーゼや動物細胞 ゴルジ体 α一マ ンノシダーゼIA、IBと相同的なアミノ酸配列を
有 していた。一方、カルシウム結合領域、並びに化学修飾によりdMMと相互作用
すると推定 されたアスパ ラギン酸残基周辺のアミノ酸配列に差異が見られ、これ
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論 文 審 査 の 要 旨
糖 タンパ ク質 の糖鎖 は細胞 内に おけ る情 報伝達 の機能 をもつ。 これ らの糖鎖にはそれぞれ特異
的な酵素の関与 があ る。 α一マ ソノシダーゼはアスパ ラギ ン結合型 のハイマ ソノース型糖 鎖 の加
水分解 を行 う酵素 の総称 である。 α一マ ンノシダーゼは極めて重要 な酵素 で,ヒ トや ウシの αニマ
ンノシダーゼ欠損症 は致死的 な遺伝病 として知 られ てい る。 α一マ ンノシダーゼは細 胞 内酵素 で
あ り,基 質特異性か ら3群 に分け られ る。1,2一α一D一マ ンノシ ド結合のみを特異的に加水 分解 す
る1,2一α一D一マ ンノシダーゼ(マ ンノシダーゼ1型),1,6一α一D一,1,3一α D一マ ンノシ ド結合を特
異 的に加水分解す るマ ンノシダーゼ 皿,な らびに植物 にみ られ る1,6一α一,1,3一α一,1,2一α一のい
ずれの結合を も切 るものであ る。
本研兜は アオ カビPθ沈 沼珈㎜c伽 ∫鰍 規 の培養 中に1,2一α一マ ンノシダーゼ を見 出 し,酵 素 分
子に関す る詳細な酵素化学的研究 を迄 め,活 性に重要な役割を もつアスパ ラギ ン酸残基を初めて
発見 し,さ らには1,2一α一D一マ ンノシダーゼ遺 伝子(辮340)の 全構 造 を明 らか に した もの で
ある。
P.碗加 襯 は液体培養 では1,2一α一マ ンノシダーゼを培地中に 遊離 す る こ とは ない。麹 培養
法 では老化細胞 の 自己消化 に より細胞 内容物 と共に本 酵素 を麹培 養抽 出物 中漏 出す る。遊 離型
1,2一α一マンノシダーゼを精 製 した ところ,相 対分子質量は同 じだが等電 点の異 なるIa,至bの
二酵素を得た。 両者 の分子的性質 は非常に よ く類似 していたが,ト リプシン分解物の フィンガー
プ リン ト図形 が一部異 なる ことか ら,ペ プチ ド鎖 中の僅か の領域 が異 な るイ ソ酵 素 であ る こ と
を明らかに した。両酵素 につ いて,反 応動力学的解析 を行 い,活 性 化 エネ ルギ ーを測 定 した。
1,2一α一マンノシダーゼで活性化 エネルギ ーの導 かれ た もの は本 酵 素 が初 の もので ある。酵 素
Ibにつ き水溶性 カルボジイ ミ ドに よる化学修 飾を行った。 その際,拮 抗阻害剤を予め 加 えて お
くと酵素の活性 中心 が保護 され ることか ら,拮 抗 阻害剤 に よ り保 護 され る活 性 アスパ ラギ ソ酸
(D)を含 むペフ。チ ドの構造 αGPDSWGWDDK)を 明 らかに した。
P.ごf厩鰍 鋭 の㎜340遺伝 子を ゲ ノ ムよ り単離 しそ の全 ヌ ク レオチ ド構造 を 明 らか に した。
辮ε40遺伝子は全長1737bpよりな り,3つ のイ ン トロンを含む4つ のエキ ゾンよ りな る。 常340
のエキ ソン部分 には511アミノ酸残基,相 対分子質量56,569のタ ンパ ク質を コー ドして い るこ と
を明 らかに した。既 に培養物か ら得た1,2一α一マンノシダーゼのN末 端構造解析 よ り,成 熟型 の
ピ
1,2一α一マンノシダーゼの相対分子質量 は52,777と算出 した。本酵素 の一時構造 は酵 母酵 素 とは
25%,ヒ ト酵素 とは30%,マ ウスIAと は33%の相 同性を もつ。
本研究は,1).o∫厩 鰍 規L2一α一マンノシダーゼの分子酵素学性質を明 らかに し,さ らに同酵素
遺伝子の全構造 を決定 した もので,審 査員一 同本研究者 に博士(農 学)の 学位を授与す るのに値
す るもの と認定 した。
一94一
